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摘要 :【 目的 】 研 究 从 苦瓜 Momordica charantia 叶 乙 酵 提 取 物 中 分 离 出 的 苦瓜 素 工 和 新 化 合 物 苦瓜 
普 B 对 亚洲 玉米 蝇 0strinina furnacalis 幼 哇 血细胞 (Of 人 h) 的 毒 力作 用 ,并 探讨 其 作用 机 理 。【 方 法 】 
用 CCK-8 法 比较 了 苦瓜 素 工 .苦瓜 素 开 苦瓜 苦 B 和 印 杯 素 A 对 0fh 细胞 的 增殖 抑制 作用 ;用 倒置 
相差 显微镜 和 英 光 倒置 显微镜 观察 了 苦瓜 素 工 及 苦瓜 苷 B 对 0fh 细胞 形态 结构 的 影响 ,并 用 台 盼 
蓝 染 色 法 和 流 式 细胞 术 研 究 了 其 对 0fh 细胞 的 致 坏死 作用 。 【结果 】 苦 瓜 素 工 .苦瓜 素 开 和 苦瓜 苦 
B 对 0fh 细胞 有 明显 的 增殖 抑制 作用 ,36 h 后 的 ICj 值 分 别 为 7.566, 24.340 及 8.514 g/mL, 苦 
瓜 素 上 及 苦瓜 苦 B 对 0fh 细胞 的 增殖 抑制 作用 明显 强 于 车 瓜 素 了 [及 对 照 药 物 印 栋 素 A。 营 瓜 素 I 
和 苦瓜 普 B 处 理 后 的 Ofh 细胞 表现 为 体积 膨大 表面 变 得 粗糙 并 有 明显 的 空 泡 现象 ,严重 破坏 了 
Ofh 细胞 的 形态 结构 。 进 一 步 的 研究 结果 表明 ,8 jg/ml 的 车 瓜 素 | 及 苦瓜 普 B 处 理 0fh 细胞 
12 ~48 h, 细 胞 死亡 率 均 高 于 对 照 组 , 呈 一 定 的 时 间 依 赖 关系 , 说 明 苦 瓜 素 工 对 0fh 细胞 的 急性 毒 
力 高 于 苦瓜 普 B。0fh 细胞 经 AO/EB 染色 后 ,用 英 光 显 微观 察 发 现 ,苦瓜 素 工 和 苦瓜 苦 B 处 理 组 
细胞 膜 破 到 ,细胞 核 受 损 严 重 , 细胞 呈 不 均匀 桔 黄 色 - 橙 红色 荧光 , 呈 典 型 的 坏死 特征 。 流 式 细胞 仪 
检测 结果 表明 ,苦瓜 素 工 和 苦瓜 苦 B 对 0fh 细胞 具有 明显 的 致 坏死 作用 。8 jg/mL 苦瓜 素 [ 和 苦 
瓜 普 B 处 理 0fh 细胞 36 h 后 ,总 坏死 率 分 别 为 74.92% + 上 2.02% 和 49.77% + 上 1.69% 。【 结 论 】 苦 
瓜 素 工 和 新 化 合 物 苦 瓜 苦 B 对 0fh 细胞 均 具有 有 效 的 增殖 抑制 和 致 坏死 作用 ,这 可 能 是 苦瓜 素 类 
化 合 物 对 亚洲 玉米 嵌 的 拒食 作用 及 抑制 其 生长 发 育 和 生殖 力 的 主要 机 制 之 一 。 
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Inhibition of cellular proliferation and induction of necrosis in Ofh cells of 
Ostrinina furnacalis (Lepidoptera: Pyralidae ) by momordicin I and 


charantin B 
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Abstract: [Aim) To ascertain the toxic effect of momordicin I and a new compound (charantin B) from 
ethanol extracts of Momordica charantia leaves on larval Ostrinina furnacalis hemocytes (Ofh), and to 
illuminate its action mechanism as well. 【Methods 】The inhibition effects of momordicin I, momordicin 


I1[, charantin B and azadirachtin A on Ofh cells were compared by using CCK-8 assay. The effects of 
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momordicin | and charantin B on Ofh cell morphology structure were observed by using inverted phase 
contrast microscopy and fluorescence microscopy，and the induced necrosis effects on Ofh cells were 
【 Results】Momordicin 工 ， 


momordicin II and charantin B had apparent inhibition effects on Ofh cell proliferation, with the ICso 


studied by using trypan blue staining and flow cytometry (FCM) technologies. 


values of 7.566, 24. 340 and 8. 5314 ug/mL, respectively, at 36 h after treatment. The cytotoxicity of 
momordicin I and charantin B were significantly higher than that of momordicin I and azadirachtin A. 
Using inverted phase contrast microscopy, we found that after exposure to momordicin I and charantin B, 
Ofh cell shapes changed to circular and swelling increased, and the cellular membrane bubbled, 
suggesting that both momordicin I and charantin B could destruct cell morphology structure. 了 Further 
research indicated that the mortality rates of cells in the groups treated with 8 mg/ mL momordicin I and 
charantin B were significantly higher than that of the control group at 12 -48 h after treatment, and in a 
time-dependent manner, indicating that the cytotoxicity of momordicin I is significantly higher than that of 
charantin B. Fluorescence microscopy observation revealed that nuclear morphology was irregular, the 
cell membrane dissolved and the nucleus appeared to be severely damaged after AO/EB staining, and 


cells exhibited a non-uniform orange-yellow fluorescence after treatment with 8 ng/ mL momordicin I and 


charantin B, 


treated with momordicin | and charantin B were dramatically induced to undergo necrosis, 


cell necrosis rates were 74. 92% +2.02% and 49.77% +1.69%, 


with 8 png/mL momordicin I and charantin B. 


significant inhibition effects on cell proliferation and can induce necrosis, 


showing a typical characteristic of necrosis. 


Flow cytometry analysis showed that Ofh cells 
and the total 


respectively , after 36 h treatment 


【 Conclusion 】 Momordicin I and charantin B have 


which may account for the 


antifeedant effect of momordicins on O. furnacalis and the inhibition of growth and fecundity of 0O. 


furnacalis treated by momordicins. 
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苦瓜 Momordica charantia, 叉 称 凉 瓜 , 其 果实 一 
般 作 为 蔬菜 食用 。 在 我 国 ,苦瓜 有 着 悠久 的 栽培 历 
史 ,与 其 他 葫芦 科 作 物 相 比 苦 瓜 的 虫害 较 少 ,有 着 较 
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3B,25- 二 醇 对 美洲 斑 潜 刚 Liriomyza sativae 成 虫 有 
明显 的 拒食 作用 和 抑制 产 卵 作用 ( 竣 冰 等 , 2009 ) ， 
对 小 荣 蛾 Plutella xylostella 幼虫 有 拒食 作用 (向 亚 林 














强 的 抗 时 性 (Chandravadana，1987; 李 绍 勤 等 ， 
2001)。 大 量 研究 表明 ,苦瓜 叶 提 取 物 不 仅 有 抗 肿 
瘙 、 抗 病毒 、 降 血糖 、 抗 氧化 、 免 疫 调节 等 医疗 保健 作 
用 (Basch et al., 2003) ,而 且 对 鳞 翅 目 、 双 翅 目 和 鞘 
翅 目 等 多 种 害虫 具有 拒食 、 胃 毒 .抑制 生长 发 育 及 有 忌 
避 产 卵 等 活性 。 现 已 从 苦瓜 叶 提 取 物 中 分 离 鉴定 出 
对 昆虫 具 生 物 活性 的 化 合 物 有 苦瓜 素 (momordicin ) 
1 、 昔 瓜 素 卫 、 昔 瓜 素 人 V、(19S,23k)-5B,19- 环 氧 - 
19- 甲 氧 葫 芦 素 -6 ,23- 二 烯 -3B ,25- 二 醇和 3B ,7B ,25- 
三 羟基 葫芦 素 5,23- 二 烯 -19- 醛 缩 -3-0-B-D- 吡 喃 和 芽 
糖苷 等 ( Yasui et al.,1998; Mekuria et al.,2005; 凌 
冰 等 , 2008 , 2009; 骆 颖 等 , 2012; 曹溪 等 , 2015 ) 。 
苦瓜 苷 (charantin) B 是 从 苦瓜 叶 提 取 物 中 分 离 得 到 
的 新 化 合 物 (Zhang e al.，2014), 其 化 学 结构 与 
(19S,23E ) -5 ,19- 环 氧 -19- 甲 氧 其 芦 素 -6 ， 9 
3B,25- 二 醇 非 党 相似。 已 有 的 研究 结果 表明 ， 
(19S,23Ek ) -5pB ,19- 环 氧 -19- 甲 氧 戎 芦 素 -6,23- 二 和 糊 - 

































































等 , 2009) 。 但 有 关 苦 瓜 苷 B 的 生物 活性 和 细胞 毒 
力 的 研究 未 见报 道 。 

亚洲 玉米 版 Ostrinina furnacalis 是 我 国 玉米 生 
产 上 的 重要 害虫 ,具有 发 生 范 围 广 ,发 生 面积 大 ,为 
害 日 趋 严重 的 特点 ( 王 振 营 等 , 2000) 。 特 别 是 在 珠 
江 三 角 洲 地 区 的 甜 玉 米 种 植 区 ,亚洲 玉米 坚 已 成 为 
影响 该 玉米 产量 和 品质 的 主要 害虫 ( 胡 学 难 等 ， 
2004) 。 由 于 甜 玉米 鲜 食 的 特点 ,使 用 化 学 杀 虫 剂 
防治 亚洲 玉米 蜡 极 易 导 致 农药 中 毒 事件 ( 李 敦 松 
等 , 2007) 。 为 此 ,我们 前 期 测定 了 苦瓜 叶 提 取 物 及 
其 主要 成 分 将 瓜 素 工 对 亚洲 玉米 蜡 的 生物 活性 效 
应 。 结 果 表明 ,和 藻 瓜 叶 提 取 物 和 昔 瓜 素 工 对 亚洲 玉 
米 蜡 幼虫 的 存活 和 生长 发 育 有 显著 的 抑制 作用 ( 刘 
欢 等 , 2014; 曹溪 等 , 2015 ) 。 茜 瓜 苷 B 与 苦瓜 素 I 
和 苦瓜 素 工 的 化 学 结构 相似 ,同属 于 萌 芦 烷 型 四 环 
三 利 类 化 合 物 ( 图 1) 。 为 了 进一步 探究 苦瓜 叶 提 取 
物 中 音 瓜 素 类 化 合 物 及 其 类 似 化 合 物 苦 瓜 苷 B 对 
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亚洲 玉米 蜡 细 胞 水 平 的 毒 杀 活 性 和 作用 机 制 , 本 研 
究 以 离 体 培养 的 亚洲 玉米 量 幼 虫 血 细胞 (Ofh ) 为 研 
究 对 象 , 研 究 比较 了 昔 瓜 素 | 和音 瓜 素 工 及 新 化 合 


物 苦 瓜 昔 B 对 0fh 细胞 的 增殖 抑制 作用 和 致 坏死 作 
用 , 旨 在 为 开发 和 利用 新 型 结构 的 杀 虫 剂 提供 科学 
依据 。 








(19$,23 刀 -5pB,19- 环 氧 -19- 甲 氧 葫芦 素 -6.23- 
二 烯 -3B,25- 二 醇 (195,236)-5B,19-epoxy-19- 
methoxy-cucurbita-6,23-diene-3B,25-diol 





苦瓜 素 I Momordicin I 














Fig. 1 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

亚洲 玉米 旦 0fh 细胞 由 华南 农业 大 学 昆虫 毒 理 
研究 室 胡 琼 波 老 师 惠 赠 ,并 由 本 课题 组 传代 培养 。 
采用 含 10% 澳洲 胎 牛 血清 的 EX-CELL 420 ( Sigma 
公司 ) 细 胞 培养 基 , 在 27% 二 氧化 碳 培养 箱 内 恒温 
培养 ,每 隔 2 ~3 d 传代 一 次 , 取 对 数 生长 期 的 细胞 
用 于 试验 。 
1.2 仪器 和 试剂 

仪器 设备 : 超 净 工 作 台 (苏州 安泰 空气 技术 有 
限 公 司 )、FACS Calibur 流 式 细胞 仪 ( 美 国 Becton 
Dickinson 公司 )、Plus 酶 标 仪 (美国 Bio-RELD 公 
司 ) 倒置 相差 显微镜 (重庆 光电 仪器 有 限 公司 ) 、 严 
光 倒 置 显 微 镜 ( Olympus 公司 )、 移 液 器 ( 德 
Eppendorf 公司 ) 等。 

苦瓜 素 工 (纯度 97% ) .苦瓜 素 工 (纯度 96% ) 、 
音 瓜 昔 B( 纯 度 95% ) 均 由 本 课题 组 从 苦瓜 叶片 乙 
醇 提 取 物 中 分 离 提纯 获得 ; 印 栋 素 A( 纯 度 为 98% ) 
购 自 Sigma 公司 。 供 斌 药剂 用 二 甲 基 亚 砚 ( DMSO) 
溶解 ,昆虫 细胞 培养 基 稀 释 ,并 保持 DMSO 的 终 浓 












































苦瓜 素 [ Momordicin II 





习 1 苦瓜 叶 中 4 种 葫芦 烷 型 四 环 三 昔 类 化 合 物 的 化 学 结构 


Chemical structures of four cucurbitane triterpenoids from Momordica charantia leaves 


度 为 0.4% 。 
1.3 苦瓜 素 工 和 [及 苦瓜 背 B 对 Ofh 细胞 增殖 的 
抑制 作用 测定 
采用 CCK-8 检测 法 (能 建文 等 ,2007; Fukuda 
et al., 2013) ,将 对 数 生 长 期 的 0fh 细胞 离心 ,加 入 
培养 基 配 制 细 胞 密度 约 为 2 x 10” 个 /mL 的 悬浮 液 ， 
96 孔 培养 板 中 每 孔 加 入 50 pL 细胞 悬浮 液 , 然 后 每 
孔 加 入 50 pL 含有 不 同 浓度 药剂 的 培养 液 , 细 胞 悬 
浮 液 中 药剂 最 终 浓 度 分 别 为 2.5, 5, 10, 20 和 40 
Mg]mL ,每 个 处 理 10 个 重复 ,并 以 含有 0.4% DMSO 
的 培养 液 为 对 照 , 以 印 栋 素 A 为 对 照 药剂 ,在 27%C 
二 氧化 碳 培养 箱 中 分 别 培养 12, 24, 36 和 48 h 后 ， 
每 孔 加 入 CCK-8 溶液 10 pkL ,轻微 震 荡 后 避 光 孵育 
3 h ,在 酶 标 仪 上 (n =450 nm ) 测 定 各 孔 吸 收 值 (0D 
值 ) , 按 公式 (1) 计 算 细胞 增殖 抑制 率 。 
细胞 增殖 抑制 率 (% ) = 
对 照 组 OD 均值 - 处理 组 0D 均值 








对照 组 OD 均值 和 
1.4 苦瓜 素 I 和 苦瓜 背 B 对 Ofh 细胞 形态 特征 的 


影响 测定 
1.4.1 倒置 相差 显微镜 观察 法 :将 对 数 生长 期 的 
0fh 细胞 离心 ,加 入 培养 基 配 制 细胞 密度 约 为 2 x 
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10 个 ]mL 的 悬浮 液 ,9 孔 培 养 板 中 每 孔 加 入 500 
kL 细胞 悬浮 液 ,然后 每 孔 加 入 500 pL 含 药 剂 的 培 
养 液 ,使 0fh 细胞 基 浮 液 中 药剂 最 终 浓度 为 8 pg/ 
mL ,以 含有 0.4% DMSO 的 培养 液 为 对 照 ,在 27%C 
二 氧化 碳 培养 箱 中 分 别 培养 12, 24, 36 和 48 h 
后 ,在 倒置 相差 显微镜 下 观察 Ofh 细胞 的 形态 
变化 。 
1.4.2 荧光 倒置 显微镜 观察 法 :采用 吓 啶 检 - 溴 化 
乙 锭 (AO-EB ) 亚 光 双 染 法 ( 汪 承 亚 等 ,1998) ,用 
PBS 配制 呼 啶 梭 和 省 化 乙 锭 各 100 pg/mL, 按照 
1.4.1 节 方法 制备 药剂 最 终 浓度 为 8 pg/mL 的 0fh 
细胞 悬浮 液 , 以 含有 0.4% DMSO 的 培养 液 为 对 照 ， 
在 27% 二 氧化 碳 培养 箱 中 培养 36 h 后 , 取 100 pL 
细胞 悬 液 , 用 PBS 缓冲 液 (pH 7.2) 漂 洗 两 遍 , 室 温 
下 用 10 pL AO-EB 混合 液 避 光 染 色 , 轻 轻 混 匀 , 滴 
至 载 玻 片 上 ,加 盖 玻 片 后 立即 用 荧光 倒置 显微镜 
观察 。 
1.5 苦瓜 素 | 和 苦瓜 苷 B 致 Ofh 细胞 死亡 率 的 测定 

采用 台 盼 蓝 染 色 法 (陈冲 等 , 2013 ) ,按照 1.4.1 
节 方 法 制备 药剂 最 终 浓 度 为 8 pg/mL 的 0fh 细胞 其 
浮 液 , 以 含有 0.4% DMSO 的 培养 液 为 对 照 , 每 个 处 
理 10 个 重复 ,分别 于 12, 24, 36 和 48 bh 后 收集 细 
胞 ,经 0.4% 台 盼 蓝 染色 , 取 适 量 该 细胞 悬浮 液 于 细 
胞 计数 板 上 ,计数 活 细胞 和 死 细 胞 数量 。 死 细胞 能 
被 台 盼 蓝 染 色 , 倒 置 相 差 显 微 镜 下 可 见 深 蓝 色 细胞 ; 
活 细胞 不 被 染色 , 镜 下 可 见 无 色 透 明 状 细胞 。 根 据 
公式 (2) 计算 细胞 死亡 率 。 

细胞 死亡 率 (% ) = 
死亡 细胞 总 数 
死亡 细胞 总 数 + 活 细胞 总 数 

1.6 FCM 法 检测 苦瓜 素 I 和 苦瓜 背 B 对 Ofh 细 
胞 的 致 坏死 作用 

按照 1.4.1 节 方 法 制备 药剂 最 终 浓 度 为 8 pg/ 
mL 的 0fh 细胞 悬浮 液 , 以 含有 0.4% DMSO 的 培养 
液 为 对 照 ,在 27% 二 氧化 碳 培养 箱 中 培养 36 h 后 ， 
收集 细胞 ,1 000 r/min 离心 5 min, 弃 上 清 液 ,PBS 洗 
次 细胞 2 次 ,调整 细胞 浓度 为 1 x 10' 个 /mL ,按照 
Annexin/PI 调 亡 试剂 盒 方 法 染色 细胞 ,用 流 式 细胞 
仪 检测 ,每 个 处 理 重复 3 次 。 
1.7 数据 统计 与 分 析 

应 用 SPSS 统计 学 软件 进行 毒 力 回 归 和 方差 分 
析 。 用 邓肯 氏 新 复 极 差 法 (Duncan 's multiple range 
test，DMRT) 进行 差异 显著 性 分 析 。 细 胞 调 亡 检测 
用 CXP Analysis 软件 分 析 。 
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2 结果 


2.1 苦瓜 素 1 和 J 及 苦瓜 苷 B 对 Ofh 细胞 增殖 的 
抑制 作用 

采用 CCK-8 法 比较 了 和 兰 瓜 素 工 . 苦瓜 素 工 、 音 
瓜 昔 B 和 印 栋 素 A 对 0fh 细胞 的 增殖 抑制 作用 。 
根据 图 2 可 以 看 出 ,处 理 12 h, 供 试 的 4 种 化 合 物 对 
ofh 细胞 均 表 现 出 明显 的 增殖 抑制 作用 ,不 同化 合 
物 的 增殖 抑制 作用 均 随 着 处 理 浓度 的 增加 而 增强 。 
浓度 为 40 pg/mL 的 苗 瓜 素 [ 和 卫 及 苗 瓜 苷 B 的 增 
殖 抑制 率 分 别 为 69.709% +1.04% , 70.009% +1.11% 
和 71.87% +0.99% , 均 显 著 高 于 印 栋 素 A。 随 着 处 
理 时 间 的 增加 ,4 种 化 合 物 对 0fh 细胞 的 增殖 抑制 
作用 也 逐步 加 强 , 到 36 h 抑制 率 最 高 。 浓 度 为 10 
pg/mL 和 20 pg/mL 的 苦瓜 素 工 处 理 的 增殖 抑制 率 
分 别 达 到 88. 58% + 上 0.25% 和 88.92% +0.52% , 昔 
瓜 苷 B 的 增殖 抑制 率 分 别 达 到 68.38% + 上 1.76% 和 
84.70% +1.11% , 均 显 车 高 于 同 浓度 的 苦瓜 素 工 和 
印 栋 素 A 处 理 (图 2: C) 。 处 理 48 h, 供 试 的 4 种 化 
合 物 对 0fh 细胞 的 增殖 抑制 率 与 36 h 相近 。 根 据 
图 2 还 可 看 出 ,在 36 h 内 ,苦瓜 素 工 和 和 理 瓜 昔 B 对 
ofh 细胞 的 增殖 抑制 作用 是 随 着 浓度 的 增加 和 处 理 
时 间 的 延长 而 逐渐 增强 的 ,呈正 比 的 浓度 -时 间 效 应 
关系 ;而 苦瓜 素 卫 在 2.5 ~ 20 pg/mL 浓度 范围 处 理 
下 对 0fh 细胞 的 增殖 抑制 作用 均 很 弱 , 但 在 浓度 为 
40 pg/mL 时 则 表现 出 很 强 的 抑制 作用 ,其 浓度 -时 
间 效 应 的 相关 性 较 差 (图 2: B~D)。 表 1 列 出 了 供 
试 4 种 化 合 物 作用 ofh 细胞 12 h 和 36 hh 的 增殖 抑 
制作 用 的 毒 力 回归 方程 ,从 表 1 可 以 看 出 ,处 理 12 h， 
4 种 化 合 物 对 0fh 细胞 增殖 抑制 的 ICs 在 24.783 ~ 
34. 948 pg/mL 范围 内 ,处 理 36 h,4 种 化 合 物 对 Ofh 
细胞 增殖 抑制 作用 明显 增强 ,其 中 ,苦瓜 苷 B 和 敬 
瓜 素 1 对 0fh 细胞 的 增殖 抑制 作用 最 强 , ICso 为 
7.566 ~8.514 ug/mL; 其 次 是 印 栋 素 A; 藻 瓜 素 开 的 
抑制 作用 最 弱 。 根 据 36 bh 苦瓜 苷 B 和 苦瓜 素 工 对 
of 细胞 的 增殖 抑制 ICs, 值 ,以 8 pg/mL 的 至 瓜 素 
I 和 苦瓜 苷 B 处 理 0fh 细胞 ,进一步 探讨 了 其 作用 
机 理 。 
2.2 苦瓜 素 工 和 苦瓜 背 B 对 Ofh 细胞 形态 特征 的 
影响 

细胞 形态 学 的 变化 是 判断 细胞 凋 亡 或 坏死 的 有 
力 证 据 ,也 是 表现 细胞 长 势 和 生命 力 的 重要 指标 , 同 
时 能 直观 地 反映 出 化 合 物 的 生物 活性 。 图 3 显示 了 
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图 2 苦瓜 素 I 和 [1, 苦瓜 背 B 及 印 栋 素 A 处理 12 h(A), 24h(B),36h(C) 和 48 h(D) 对 亚洲 玉米 蜡 0fh 细胞 增殖 的 抑制 作用 
Fig. 2 ”Growth inhibition effects of momordicin I[, momordicin [I, charantin B and azadirachtin A on Ofh cells of Ostrinina furnacalis 
at 1l2h (A),24 bh (B),36h(C) and48 h (D) after treatment 
柱 上 小 写字 母 不 同 者 表示 同一 浓度 不 同化 合 物 间 差异 显著 , 柱 上 大 写字 母 不 同 者 表示 同一 化 合 物 不 同 浓度 间 差 异性 显著 (邓肯 式 新 复 极 差 


法 , P<0.05)。Different lowercase letters above bars mean significant differences among different compounds of the same concentration, and different 












































capital letters mean significant differences among different concentrations of the same compound (Duncan’s multiple range test, P <0.05). 


表 1 苦瓜 素 和 荆 及 苦瓜 苷 B 处 理 12 h 和 36 h 对 亚洲 玉米 曙 Ofh 细胞 的 增殖 抑制 作用 比较 
Table 1 Comparison of the growth inhibition effects of momordicin I, momordicin II and charantin B on Ofh cells of 


Ostrinina furnacalis at 12 h and 36 h after treatment 








处 理 时 间 (h) 化 合 物 毒 力 回归 方程 相关 系数 1Cso 
Treatment time Compound Toxicity regression equation Correlation coefficient (ng/mL) 
昔 瓜 素 [ Momordicin I y=16.225 +1.323x 0.926 25.693 a 
苦瓜 素 I Momordicin II y= -13.831 +1.915x 0.929 34.948 c 
苦瓜 苷 B Charantin B y=4.655 +1.843x 0.918 24.783 a 
印 栋 素 A Azadirachtin A y=5.453 +1.411x 0.928 31.919 b 
苦瓜 素 工 Momordicin I y= -10.390+8.111x 0.998 7.566 a 
36 苦瓜 素 开 Momordicin II y=0.2710 +2.053x 0.948 24.340 c 
苦瓜 苷 B Charantin B y= -7.777 +6.427x 0.98 8.514 a 
印 栋 素 A Azadirachtin A y=5.034 +2.058x 0.95 21.350 b 





表 中 同 列 数据 后 字母 不 同 者 表示 差异 性 显著 (邓肯 式 新 复 极 差 法 , P <0.05)。Data in the same column followed by different letters are significantly 
different ( Duncan’ s multiple range test, P <0.05). 








在 倒置 相差 显微镜 下 观察 到 的 8 pg/mL 的 苦瓜 素 。 表面 光滑 ,增殖 正常 (图 3: A, D) ; 音 瓜 素 工 和 苦瓜 
I 和 苦瓜 将 B 处 理 0fh 细胞 12 和 36 后 的 形态 “” 苷 B 处 理 128 后 ,细胞 形态 发 生 了 明显 改变 ,细胞 
寺 征 变化 。 对 照 组 的 0fh 细胞 在 培养 36 bh 内 ,细胞 ”表面 变 得 粗糙 并 有 明显 的 空 泡 现象 (图 3: B,，C)。 
核 均匀 居于 细胞 质 中 央 , 细 胞 界限 清晰 ,形态 饱满 ， “苦瓜 素 工 处 理 36 bh 后 ,细胞 表面 凹凸 不 平 , 细 胞 核 
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国 缩 或 细胞 壁 碎 裂 ,细胞 质 严 重 浓缩 外 泄 并 观察 到 
大 量 的 细胞 死亡 (图 3: FE) ,呈现 细胞 坏死 的 典型 特 
征 。 昔 瓜 菁 B 处 理 36 h 后 ,也 出 现 类 似 的 现象 ,但 
仍 有 少量 活 细胞 (图 3: 了 ) 。 结 果 表 明 苦 瓜 素 工 可 
严重 破坏 0fh 细胞 的 形态 ,其 作用 高 于 苦瓜 苷 B。 
2.3 苦瓜 素 工 和 苦瓜 背 了 B 对 Ofh 细胞 核 的 影响 
用 AO-EB 双 菊 光 梁 色 否 瓜 素 工 和 和 否 瓜 苷 B 处 





© 6 


图 3 倒 
Fig. 3 





理 36 h 后 的 0fh 细胞 后 , 获 光 倒置 显微镜 观察 发 
现 ,对 照 组 细胞 呈 绿 色 效 光 , 圆 形 ,细胞 膜 完 整 ,整体 
密度 均一 (图 4: A) ;苦瓜 素 工 和 吞 瓜 昔 B 处 理 组 的 
细胞 膜 和 细胞 核 受 损 严 重 ,细胞 呈 不 均匀 桔 红色 - 绿 
色 或 桔 红 色 荧 光 ,细胞 膜 完整 性 丧失 (图 4:B，C)。 
结果 表明 ,苦瓜 素 1 和 苦瓜 苷 B 对 0fh 细胞 膜 和 细 












A 


相差 显微镜 下 苦瓜 素 工 和 苦瓜 背 B 处 理 12 h(A, B, C) 和 36 h(D, EE, FF) 后 亚洲 玉米 螟 Of 细胞 的 形态 学 变化 


Inverted phase contrast microscope image showing morphological changes of Ofh cells of Ostrinina furnacalis at 


12h (A, B, C) and 36 h (D, E, F) after treatment with momordicin I and charantin B 
A, D: 0.4% DMSO (CK); B, 下: 8 jg/mL 苦瓜 素 工 (Momordicin TI, 8 jpg/mL); C, 下: 8 jg/mL 苦瓜 苷 B (Charantin B, 8 pg/mL). a: 梭 形 





Fusiform; b: 膨大 Swelling; ec: 形状 不 规则 Fregular in shape; d: 圆 
leakage; g: 核 固 缩 Karyopyknosis. 


60 um 

















乡 Rounded; e: 细胞 膜 空 泡 Membrane blebbing; f: 胞 质 外 汽 Cytoplasm 


60 um 60 km 


图 4 苦瓜 素 工 和 苦瓜 苷 B 对 亚洲 玉米 旦 0fh 细胞 的 影响 
Fig. 4 Effects of momordicin I and charantin B on nuclear in Ofh cells of Ostrinina furnacalis 


A: 0.4% DMSO (CK); B: 8 jg/mL 苦瓜 素 工 (Momordicin I, 8 pg/mL); C: 8 jpg/mL 苦瓜 苷 B (Charantin B, 8 jpeg/mL). 
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2.4 苦瓜 素 【1 和 苦瓜 苷 了 B 处 理 后 Ofh 细胞 的 死 
亡 率 

从 表 2 可 以 看 出 ,用 浓度 为 8 hg/mL 的 至 瓜 素 
| 和 昔 瓜 苷 B 处 理 Ofh 细胞 后 对 其 存活 率 有 显著 的 
影响 。 对 照 组 Ofh 细胞 在 处 理 12 ~ 48 h 后 生长 良 





好 ,细胞 死亡 率 在 8.75% + 上 1.25% 以 下 。 苦 瓜 素 I 
和 苦瓜 茶 B 处 理 0fh 细胞 12 ~48 h 后 ,死亡 率 均 显 
车 高 于 对 照 组 (已 <0. 05 ) ,并 随 着 处 理 时 间 的 增加 ， 
死亡 率 逐 步 提 高 , 呈 一 定 的 时 间 依 赖 关 系 。 表 2 结 
果 表 明 , 音 扑 素 工 对 Ofh 细胞 的 毒 力 高 于 苦瓜 背 B。 








表 2 8 pg/mL 苦瓜 素 工 和 苦瓜 音 也 处 理 不 同时 间 后 亚洲 玉米 晨 Ofh 细胞 的 死亡 率 
Table 2 Mortality rate of Ofh cells of Ostrinina furnacalis at different time points after treatment with 8 pg/mL 


momordicin I and charantin B 








化 合 物 死亡 率 Mortality rate (% ) 
Compound 12h 24h 36h 48 h 
0.4% DMSO (CK) 8.75 +1.25 aA 6.90 +1.37 aA 7.06 +1.14 aA 4.80 +0.66 aA 


44.25 +2.22 cA 
28.22 +2.70 bA 


苦瓜 素 ] Momordicin I 
苦瓜 苷 B Charantin B 


76.24 +3.76 cB 
32.13 +1.96 bA 








82.33 +2.16 cB 
36.41 +1.87 bAB 


77.47 +3.51 cB 
41.04 +6.15 bB 


表 中 小 写字 母 不 同 表示 不 同化 合 物 间 差异 性 显著 ,大 写字 母 不 同 表示 同一 化 合 物 不 同 处 理 时 间 的 差异 性 显著 (邓肯 式 新 复 极 差 法 , P<0.05)。 


Data in the table followed by different lowercase letters mean significant differences among different compounds, and different capital letters mean 





significant differences among different treatment time of the same compound (Duncan’s multiple range test, P <0.05). 


2.5 苦瓜 素 I 和 苦瓜 背 B 对 Of 细胞 的 致 坏死 作用 

从 图 5 可 见 ,苦瓜 素 工 和 苦瓜 苷 B 对 0fh 细胞 
9 具有 明显 的 致 坏死 作用 , 且 坏 死 程度 有 一 定 的 差 
异 。 统 计 结 果 显 示 ( 表 3) ,浓度 为 8 pg/ml 的 苦瓜 
素 1 和 苦瓜 苷 B 处 理 0fh 细胞 36 h 后 ,细胞 的 早期 
凋 亡 率 、 凋 亡 继 发 性 坏死 率 和 坏死 率 均 显著 高 于 对 

















照 ,细胞 的 总 坏死 率 ( 凋 亡 继 发 性 坏死 率 和 坏死 率 
总 和 ) 分 别 为 74.92% +2.02% 和 49.77% +1.69%， 
而 对 照 的 细胞 总 坏死 率 仅 为 9.49% +0.55%。 统 
计 结 果 表 明 ,苦瓜 素 工 和 和 音 瓜 苷 B 均 能 引起 Ofh 细 
胞 坏死 而 非 调 亡 ,苦瓜 素 工 对 Ofh 细胞 的 致 坏死 作 
用 强 于 苦瓜 蔡 B。 


表 3 8 pg/mL 苦瓜 素 工 和 苦瓜 昔 也 处理 36 h 后 亚洲 玉米 蜡 Ofh 细胞 的 坏死 率 
Table 3 Necrosis rate of Ofh cells of Ostrinina furnacalis at 36 h after treatment with 8 pg/ mL momordicin I and charantin B 





化 合 物 早期 凋 亡 率 (% ) 继 发 性 坏死 率 (% ) 坏死 率 (% ) 总 坏死 率 (% ) 
Compound Early apoptotic rate Secondary necrosis rate Necrosis rate Total necrosis rate 
0.4% DMSO (CK) 0.33 +0.07 a 5.83 +0.21 a 3.66 +0.34 a 9.49 +0.55 a 
苦瓜 素 [Momordicin I 1.75 +0.33 b 51.88 +1.35 c 23.05 +0.70¢ 74.92 +2.02¢ 
苦瓜 苷 B Charantin B 1.26+0.14b 33.79 +1.67 b 15.97 +0.07 b 49.77 +1.69 b 


表 中 同 列 数据 后 字母 不 同 者 表示 差异 显著 (邓肯 式 新 复 极 差 法 , P <0.05)。Data in the table followed by different letters are significantly different 
(Duncan s multiple range test, 已 <0.05 ) . 
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图 5 苦瓜 素 1 和 苦瓜 苷 B 对 亚洲 玉米 蜡 0fh 细胞 的 致 坏死 作用 


Induced necrosis in Ofh cells of Ostrinina furnacalis by momordicin I and charantin B 





Fig. 5 
A: 0.4% DMSO (CK); B: 8 pg/mL 苦瓜 素 工 (Momordicin I, 8 jg/mL); C: 8 pg/mL 苦瓜 苷 B(Charantin B, 8 pg/mL). 左上 象限 Left upper 
duadrant: 坏死 细胞 Necrotic cells; 右上 象限 Right upper quadrant: 继 发 性 坏死 细胞 Secondary necrosis cells; 左下 象限 Left low quadrant: 活 细 胞 
Live cells; 右 下 象限 Right low quadrant: 早期 凋 亡 细胞 Early apoptotic cells. 
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3 讨论 


前 期 的 研究 结果 表明 ,苦瓜 之 所 以 表现 出 较 强 
的 抗 虫 性 与 其 含有 多 种 多 样 的 次 生 防 御 物 质 有 关 。 
从 苦瓜 蕉 叶 提 取 物 中 得 到 的 苦瓜 素 类 化 合 物 对 多 种 
害虫 有 拒食 、 驱 避 产 卵 . 抑 制 生长 发 育 和 降低 存活 率 
作用 (Yasui et al.,1998; Mekuria et al.,2005; 凌 冰 
等 , 2008, 2009) 。 昔 瓜 素 工 对 亚洲 玉米 旦 幼虫 的 
生长 发 育 成虫 的 生殖 力 和 种 群 增长 有 明显 的 抑制 
作用 ( 曹溪 等 , 2015 ) 。 苦 瓜 素 | 和 昔 瓜 素 [对 小 菜 
蛾 幼虫 生长 发 育 有 很 强 的 抑制 作用 , 且 随 着 浓度 的 
增加 抑制 作用 也 明显 增强 (次 冰 等 , 2009) 。 昆 虫 血 
细胞 在 昆虫 免疫 中 起 着 重要 的 作用 ,在 抵御 外 源 人 
侵 物 的 过 程 中 起 着 否 哈 、 形 成 结 节 、 包 被 和 凝集 作 
用 。 同 时 ,昆虫 血细胞 又 是 蛋白 质 合成 和 多 种 酶 代 
谢 的 中 心 场所 之 一 ( 冯 从 经 等 , 2004; 陶 淑 起 等 ， 
2010) 。 因 此 ,昆虫 血细胞 的 活性 和 数量 变动 与 昆 
虫 的 免疫 作用 息息相关 。 当 昆虫 血细胞 增殖 被 抑制 
和 致 坏死 ,将 导致 虫 体 免疫 力 和 活力 下 降 而 不 能 维 
持 正 常 的 生理 机 能 ,最 终 引 起 昆虫 生长 发 育 受 阻 , 直 
至 死亡 。 

本 研究 结果 表明 ,苦瓜 隶 | 和 苦瓜 素 开 及 新 化 
合 物 苦瓜 苷 B 对 离 体 0fh 细胞 均 有 显著 的 增殖 抑制 
作用 和 致 坏死 作用 。 和 苦瓜 素 工 和 苦瓜 苷 B 处 理 后 
严重 破坏 了 Of 细胞 的 形态 结构 ,使 Ofh 细胞 表面 
变 得 粗糙 ,细胞 核 溶解 、 缩 小 , 核 膜 破裂 , 呈 典 型 的 坏 
死 特征 。 流 式 细 胞 仪 检 测 结果 表明 ,苦瓜 素 I 和 车 
瓜 芽 B 对 0fh 细胞 的 致 坏死 率 明显 高 于 对 照 处 理 。 
昆虫 细胞 是 构成 昆虫 活体 的 基本 单位 ,是 昆虫 进行 



















































































纹 夜 蛾 幼虫 的 生长 发 育 和 成 虫 的 生殖 力 (Liu et al.， 
2015) 。 细 胞 坏死 是 指 细胞 在 物理 因素 或 化 学 因素 
的 作用 下 而 发 生 的 死亡 ,与 调 亡 一 样 ,坏死 细胞 内 物 
质 代 谢 完全 停止 ,是 一 种 不 可 逆 的 生理 病变 ( 潘 焰 
谦 等 , 2000) 。 本 人 研究 应 用 台 盼 蓝 染 色 法 .荧光 倒置 
显 微 观察 及 流 式 细胞 术 , 证 实 苦瓜 素 工 及 苦瓜 苷 B 
对 Ofh 细胞 具有 显著 的 致 坏死 作用 。 我 们 的 研究 结 
果 说 明 苦 瓜 素 1 、 苦 瓜 素 卫 及 苦瓜 并 B 诱导 Ofh 细 
胞 增殖 抑制 和 坏死 可 能 是 导致 亚洲 玉米 蜡 生 长 发 育 
受阻 和 死亡 的 重要 原因 之 一 。 

苦瓜 背 B 是 一 种 从 苗 瓜 茎 叶 提 取 物 中 分 离 得 
到 的 新 化 合 物 , 有 关 该 化 合 物 的 生物 活性 研究 未 见 
报道 。 我 们 的 研究 发 现 ,苦瓜 苷 B 和 苦瓜 素 工 对 
0fh 细胞 的 增殖 均 有 明显 的 抑制 作用 , 且 明 显 高 于 
苦瓜 素 开 及 对 照 药物 印 栋 素 A ,而 苦瓜 苷 B 和 苦瓜 
素 1 对 Of 细胞 的 增殖 抑制 作用 差异 不 显著 。 和 苦瓜 
苷 B 和 苦瓜 素 工 对 0fh 细胞 均 有 显著 的 致 坏死 作 
用 ,但 苦瓜 音 B 对 Ofh 细胞 的 致 坏死 作用 较 苦 瓜 素 
I 弱 。 这 些 现 象 可 能 与 化 合 物 的 分 子 结构 有 关 。 蔡 
瓜 素 工 和 苦瓜 素 开 的 化 学 结构 非常 相似 (图 1) ,但 
在 C-23 上 的 取代 基 不 同 ,苦瓜 背 B 和 苦瓜 素 开 分 子 
结构 的 差异 是 苦瓜 背 B 具有 C-19 环 氧 -19- 甲 氧 基 ， 
这 些 分 子 结构 的 变化 可 能 是 导致 其 细胞 毒性 差异 的 
原因 。 这 也 为 兰 瓜 抗 虫 防御 物质 的 多 样 性 提供 了 新 
证 据 ,为 研制 苦瓜 素 类 植物 保护 剂 提供 了 新 的 模板 。 
苦瓜 昔 B 和 苦瓜 素 工 对 0fh 细胞 致 坏死 作用 的 差异 
及 其 机 制 有 待 进一步 研究 。 

植物 源 杀 虫 剂 被 认为 对 生态 环境 、 食 品 安全 及 
昆虫 天 敌 资 源 低 威胁 的 高 效 杀 虫 剂 ,近年 来 ,国内 外 
关于 植物 源 杀 虫 剂 的 研究 报道 逐渐 增多 ,本 研究 结 








































































































物质 代谢 与 能 量 交 换 的 重要 场所 。 细 胞 形态 变化 是 




















判断 细胞 凋 亡 的 重要 因素 ,同时 也 能 反映 出 细胞 长 
势 和 生命 力 的 强 弱 ,更 能 直观 地 反映 出 化 合 物 的 生 
物 活性 ( 冯 红 林 等 , 2011 ) 。 本 试验 通过 倒置 相差 显 
微 形态 观察 发 现 , 否 瓜 素 工 .苦瓜 素 正 及 若 瓜 苷 也 
都 能 引起 0fh 细胞 不 同 程度 的 形态 改变 ,细胞 表面 
变 得 粗糙 并 有 明显 的 空 泡 现象 ,细胞核 固 缩 ,并 观察 
到 大 量 的 死亡 细胞 ,呈现 坏死 的 典型 特征 ,这 与 印 栋 
素 诱导 SL-1 细胞 凋 亡 作用 有 一 定 的 相似 之 处 ( 钟 
华 等 , 2008 ) 。 有 研究 表明 ,苦瓜 素 | 和 童 瓜 素 下 可 
严重 损坏 斜纹 夜 蛾 卵巢 SL-1 细胞 形态 的 完整 性 ,使 
细胞 核 膜 破裂 细胞 核 固 缩 、 碎 裂 , 导 致 SL-1 细胞 对 
葡萄糖 吸收 能 力 明 显 下 降 , SL 细胞 周期 被 阻 涡 于 
G/M 期 而 抑制 了 SL-1 细胞 的 增殖 , 最终 抑制 了 和 斜 





























果 不 仅 明确 了 苦瓜 素 I 和 和 苦瓜 素 开 对 亚洲 玉米 蜡 
Ofh 细胞 的 毒 力 , 而且 发 现 新 化 合 物 苗 瓜 苷 B 对 亚 
洲 玉 米 蜡 0fh 细胞 有 显著 的 增殖 抑制 作用 和 致 坏死 
作用 ,为 开发 和 研制 新 型 杀 虫 剂 提供 了 科学 依据 ,为 
亚洲 玉米 蜡 的 防治 提供 了 新 途径 。 
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